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摘  要 为了探索建立白菜的浸花转化技术，并阐释其转化率低的原因，本研究以拟南芥为对照，平行开展了二者的浸花

转化研究。处理植株收获种子采用含 0.225 g/Lppt 的 Basta 溶液喷施，拟南芥中获得了抗性株，其植株转化率为 20%，白菜

中没有获得抗性株。GUS 检测进一步证明了拟南芥抗性株中外源基因的表达。以浸花处理后的拟南芥和白菜为材料，采用

细菌平板培养的方法比较研究了这两种植物花器官内农杆菌的数量差异。研究结果表明，在同样的处理条件下，自拟南芥花

蕾提取物中培养出一定数量的农杆菌菌落单元，然而白菜花蕾提取液中没有出现菌落单元。这说明农杆菌很难通过浸花处理

进入白菜花器官内，在一定程度上解释了为何白菜的转化频率远远低于拟南芥。 
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Abstract In order to apply the floral-dip technique into Chinese cabbage and explain why it is difficult to succeed in Chinese 

cabbage, a parallel study of pak choi floral-dip transformation and Arabidopsis thalina floral-dip transformation was taken. 

Harvested seeds from both dipped flowers were sowed, and seedlings were sprayed by Basta solution containing 0.225 g/L PPT. 

Herbicide resistant plants were screened from the Arabidopsis thaliana plants, and the plant transformation rate is about 20%, but no 

resistant plant was got from the pakchoi plants. The GUS staining further proved the expression of the exogenous genes in 

Arabidopsis thaliana. The existence of the Agrobacterium in the flowers of these two species and its viability differences between 

themwere investigated with bacterial plating method. Results showed that there were lots of Agrobacterium clones cultured from the 

extract of Arabidopsis thalaina flower buds, while no Agrobacterium was cultured from the extract of the pakchoi flower buds. This 

suggests that it is difficult for Agrobacterium to enter the flower buds of pakchoi, and to some extent this might explain why the 

transformation rate in pak choi is far lower than that in Arabidopsis thaliana. 

Keywords Pak choi; Arabidopsis thaliana; floral-dip; Agrobacterium tumefaciens; Comparison research 

研究背景 

农杆菌介导的 floral-dip 转化方法是近年发展

起来的一种较简便的非组织培养转基因方法(韦献

雅等, 2006)。该方法最大的优点在于可以直接获得

转化的种子，避开了组织培养和继代培养，相对于

真空转化也拥有对仪器设备要求较低，适用于大型

植株等优势。该方法首先在拟南芥中获得了成功，

在甘蓝型油菜等植物上也已经有成功转化的报道

(徐光硕等, 2004)。然而该方法在白菜中还未见有成

功转化的例子。初步研究发现，拟南芥原位转化中，

农杆菌的转化目标是雌性生殖细胞，在白菜中也可

能遵循同样的规律。本实验对不结球白菜和拟南芥
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两种试材进行了平行浸花实验，多次实验证明在拟

南芥中可以获得转化株，而白菜中未能获得。之后

采用细菌平板培养的方法对浸花后的两种材料花器

官中的农杆菌活力大小进行了比较分析。实验结果

对探索白菜的浸花转化方法提供了一些理论依据。 

1 结果分析 

1.1浸花处理后的白菜和拟南芥 T1代种子抗性筛选

结果 

使用 Basta
®对浸花材料的 T1 代种子进行抗性

筛选，ppt 筛选压为 0.225 g/L。本实验共对拟南芥

和不结球白菜“引心 360”各 15 株进行了浸花实验，

浸花后两种实验材料结籽情况良好。考虑到拟南芥

的种子细小，难以对结籽数进行统计，本实验对两

种实验材料进行了株转化率的比较。T1代种子筛选

结果中，拟南芥得到除草剂 Basta 抗性株 3 棵，“引

心 360”未获得抗性株(表 1)。 

1.2 GUS 外源基因表达检测结果 

对经 Basta 筛选获得的拟南芥抗性植株的叶片

和幼嫩茎杆进行 GUS 基因表达稳定性检测，得出

在抗性植株的叶片和茎杆中组织化学染色结果均

显阳性。研究结果初步表明：外源基因已导入拟南

芥基因组(图 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 抗性植株 GUS 检测 

注: 左为非转化拟南芥对照, 右为 Basta®筛选出的 T1 代抗

性株 

Figure 1 GUS assay of the Basta resistant plant 

Note: Non-transformed plant (left), putative transformed plant 

(right) 

1.3 拟南芥和白菜花器官中农杆菌数的定量分析 

多次的浸花实验筛选结果表明，拟南芥较容易

得到转化株，而多个白菜品种(“四九菜心”, “引

心 360”和“引心 400”)经转化均未获得转化株。

这说明目前利用浸花技术对白菜进行转化存在一

定的困难。 

本实验采用细菌平板培养菌落计数法，对拟南

芥和不结球白菜“引心 360”两种材料花器官中存

活的农杆菌数量差异大小进行了调查。该结果在一

定程度上解释了拟南芥和白菜转化存在差异的原因。 

1.3.1 花蕾提取液中培养出的菌落验证结果 

菌落鉴定的目的是为了验证实验材料花器官

内培养出的细菌是否为转化所用的工程菌。 

1.3.1.1 菌落形态鉴定 

将浸花处理后的拟南芥花器官提取液涂板，筛

选平板培养出的菌落外表光滑呈圆形，凸起发亮，

符合农杆菌的菌落特征(徐恒戬等, 2005)。非转基因

拟南芥花蕾提取液则没有培养出菌落(图 2)。 

1.3.1.2 菌落抗性鉴定 

培养基中的卡那霉素已经对平板上形成的菌落

进行了初步的筛选。鉴于转化所用的工程菌同时还

对利福霉素有抗性，因此可以用含有利福霉素的液 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 农杆菌培养平板 

注: 左为拟南芥花器官中的农杆菌在筛选平板上培养 5 d 后

的结果，右为非转基因拟南芥花蕾提取液 

Figure 2 The cultureof A. tumefaciens 

Note: A. tumefaciens cultured for 5 days from floral dipped 

Arabidopsis thaliana (left), and CK (right) 

表 1 拟南芥和引心 360 浸花法的转化率比较 

Table 1 The transgenic rates in Arabidopsis thaliana and pak choi 

材料名称 处理株数(株) 转化株数(株) 株转化率(%) 

Species Numbers of floral-dipped plants Numbers of transformed plants Plant transformation frequency (%) 

拟南芥 15 3 20 

Arabidopsis thaliana    

引心 360 15 0 0 

Pak-choi Yinxin360    
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体培养基对平板上的细菌进行培养，观察其能否正

常生长。事实证明，所有被鉴定的单菌落在液体选

择培养基中过夜震荡培养后都会变浑浊，这表明除

了卡那霉素，它们也同样具有利福霉素的抗性基因。 

1.3.1.3 菌落分子鉴定 

采用 GUS 基因的扩增引物直接对实验材料花

器官中培养出的菌落进行 PCR 扩增。电泳结果表

明，用于PCR验证所选的 7个农杆菌菌落中的DNA

片段扩增出的条带，均与阳性对照质粒(转化所用质

粒)完全一样，大小为 1 000 bp (图 3)。这表明，浸

花处理后的花蕾提取物中培养出的细菌正是用于

转化的工程菌。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 GUS 基因的 PCR 鉴定 

Note: M: marker; CK1: C58 菌液负对照; CK2: 质粒阳性对

照; 1-7: 拟南芥花器官中培养出的农杆菌菌落 PCR 条带; 

H2O: 水对照 

Figure 3 The PCR detection of the GUS gene 

Note: M: Marker; CK1: Negative control; CK2: Positive 

control; 1-7: Agrobacteria in flowers of Arabidopsis thaliana; 

H2O: Blank 

1.3.2 拟南芥和不结球白菜“引心 360”花器官中的

农杆菌数量差异比较 

细菌平板计数结果表明在拟南芥和菜心经过

浸花处理的花器官中，形成菌落单元 (cloning 

formation unit, CFU)差异显著。结果表明，在 10-5

倍稀释下仍可在处理后的拟南芥花蕾提取物中培

养出一定数量的农杆菌菌落单元；而在同样的处理

条件下，浸花后的白菜花器官中却几乎没有培养出

农杆菌菌落单元，这与拟南芥花器官中农杆菌的培

养结果相比有明显的差异(表 2)。 

细菌平板培养的结果在某一方面解释了在浸

花转化中，拟南芥的转化频率为何远远高于白菜。

在同样的浸花条件下，大量的活的农杆菌进入了拟

南芥体内，并存活了相当一段时间(浸花后 8 天在稀

释 1 000 倍下花器官中仍培养出一定数量的农杆菌

菌落单元)。 

2 讨论 

Floral dip 法的试验材料是花序，Bechtold 和

Pelletier (1998)、Desfeux (2000)等的研究结果表明，

floral dip 法中农杆菌的转化目标是雌性生殖细胞。 

本实验对拟南芥和白菜处理后花蕾的提取液

进行了农杆菌的平板培养，其 CFU 比较结果差异

显著，说明大量的农杆菌并没有成功的在白菜花器

官中存活。这也解释了为何多次的白菜浸花实验没

有获得转化株。 

2.1 花的结构对转化的影响 

浸花法的实验材料是花序，首先应当考虑花器

官的结构对转化事件的影响。白菜花器官中未能培

养出与拟南芥数量相当的农杆菌，其中一种原因可

能是大量农杆菌未能顺利进入白菜植株中。花萼花

被闭合过紧，植株表面有绒毛或蜡质，都是阻碍农

杆菌进入的潜在原因。在原位转化技术中，不结球

白菜“四九菜心”通过真空转化的方法被成功转化，

由此推断外界的压力对农杆菌的浸入可能有着促

进作用(曹传增等, 2003; Xu et al., 2008)。 

另外花序中处于不同发育期的花蕾数在总花

蕾中所占的比例及花发育节律存在一定的差异。

Desfeux (2000)等研究发现，拟南芥中对于 6~11 d

才开花的花蕾，经浸花处理后有转化株产生。而对

于接种后 1~4 d 就开放的花蕾，其后代种子中完全 

 

表 2 拟南芥和引心 360 花蕾提取液农杆菌菌落形成数量比较(CFUs/g) 

Table 2 The comparison of CFUs formed from the extract of flower buds of Arabidopsis thaliana and that of pakchoi 

处理 浸花后天数 第一组 第二组 第三组 平均 

treatment Days after floral-dip Team 1 Team 2 Team 3 Average 

拟南芥  3 125 375 375 291.7 

Arabidopsis thaliana 4 660 740 900 766.7 

 6 200 80 60 113.3 

引心 360 3 0 0 0 0 

Pakchoi Yinxin360 4 0 0 0 0 

 6 0 0 0 0 
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没有转化株。而运用拟南芥心皮不闭合型突变体

(crc)，使转化率提高了近 6 倍。可以推断心皮处于

开放状态的花蕾有利于转化事件的发生。还有研究

表明拟南芥中心皮在开花前 3 d 才闭合，而不结球

白菜“四九菜心”中，心皮早在花蕾开放的 10 d 以

前就发生了闭合，认为心皮的闭合时间是造成菜心

的转化效率低于拟南芥的主要原因(Cao et al., 2000)。 

2.2 植物体内农杆菌的生存 

由实验结论得出的另一个推断，是白菜植株体

内的微环境对农杆菌的存活可能是不利的。CFU 调

查发现，植株中农杆菌的活力受到了严重的抑制，

涂板后三天内不能培养出大小正常的菌落。相似的

情况在徐恒戬等(2005)的研究中也有指出，并表明

无论在花，茎还是叶中，CFU 数量随着植株处理后

恢复时间的延长迅速减少。 

农杆菌在植株体内的长期生存有利于遗传转

化。在植物组织中得以生存的农杆菌可能通过对种

质细胞的转化产生可遗传的转基因植株。Rakousky 

(1997)等对农杆菌渗透处理后的拟南芥进行了 GUS

瞬时表达研究，发现农杆菌能在处理植株的表面和

内部存活很长一段时间，即便是在处理后 3~6 d 的

植株中，植物组织中的农杆菌数量仍可以达到 1.2× 

10
8个/g (Rakousky, 1997)。这说明拟南芥体内的环

境可能有利于农杆菌的存活，一方面也解释了浸花

转化技术中拟南芥为何可以获得较高的转化效率。 

3 实验材料与方法 

3.1 材料 

3.1.1 植物材料 

采用不结球白菜“引心 360”和拟南芥为试材。 

3.1.2 工程菌 

农杆菌为 C58 菌株，菌株携带的质粒 T-DNA 中

含有标记基因 bar (编码对除草剂 Basta 的抗性)和

GUS 报告基因，具有利福霉素和卡那霉素的抗性。 

3.1.3 试剂 

实验所用常规试剂及染色试剂均购自北京益

利精细化学公司，PCR 试剂购自天根生物工程有限

公司，引物由奥科生物工程有限公司合成。 

3.2 浸花处理 

处理材料为蕾期植株，处理方法参照 Clough

和 Bent 等(1998)。收集过夜培养的菌体重悬浮在含

0.04% 6-BA，0.05% Silwet L-77，5%蔗糖的 1/2MS

液体培养基中，OD600=0.9。将花序浸没入农杆菌悬浮

液中，浸花时间为 1.5 min，处理两次，每次间隔 5 d。 

3.3 种子抗性筛选 

将浸花后的植株收得的种子播于苗盘中，于子

叶期喷洒 ppt 浓度为 0.225 g/L 的 Basta 溶液。一共

喷洒两次，每次间隔 7 d。 

3.4 GUS 基因的活性检测 

取抗性植株的叶片和幼嫩茎杆进行 GUS 表达

稳定性检测，验证目的基因是否已经导入受体植株

(付绍红等, 2004)。 

3.5 处理植株花蕾中农杆菌的培养 

浸花处理后的植株，称取花蕾 0.1 g 左右，3%

次氯酸钠表面消毒 10 min，花蕾的研磨和提取液的

梯度稀释方法参照徐恒戬等(2005)。以未做浸花处

理的植株提取液为对照，将稀释好的花蕾提取液涂

板培养。农杆菌筛选培养基配方：每 1 L 培养基中

含甘露糖醇 15 g，Ca(NO3)2•2H2O：20 mg，NaNO3：

5 g ，KH2PO4：2 g，LiCl：6 g，MgSO4•7H2O：0.2 g，

溴百里酚蓝 0.1 g，琼脂 15 g，pH 7.2。高温高压灭

菌冷却后加入卡那霉素至终浓度 100 mg/L。 

3.6 对花蕾提取液中培养出的菌落进行验证 

3.6.1 筛选平板中菌落的形态鉴定 

在筛选平板中长出的菌落，已经通过了卡那霉

素的初步筛选。观察生长出的菌落外观是否符合农

杆菌菌落在筛选培养基中的特点。 

3.6.2 利福霉素的抗性鉴定 

随机挑取农杆菌筛选平板上的单菌落，独立接

种到 1 mL YEB+50 μg/mL Kan+25 μg/mL Rif 的液

体培养基中，28℃，200 r/min 避光过夜培养。观察

培养基的颜色变化，转化所用工程菌由于同时具有

利福霉素和卡那霉素的抗性，会在含有这两种抗生

素的培养基中正常生长(徐恒戬等, 2005)。 

3.6.3 分子鉴定 

采用菌落 PCR 对平板中培养出的菌落进行分

子鉴定，GUS 基因引物序列如下：primer-L：5'- 

CAACTGGACAAGGCACTAGCGG-3'；primer-R：

5'-CCATACCTGTTCACCGACGACG-3'。PCR 反应

体系(20 μL)：10× buffer 2 μL，dNTP (10 mmol/L) 

0.4 μL，Primer-L/R (50 μmol/L)各 0.4 μL，plasmid 

DNA 100 ng，Taq 酶 1 U。 
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反应条件：94℃ 4 min，94℃ 30 s，62℃ 30 s，

72℃ 30 s，30 个循环，4℃保存。 
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